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L' invention a pour objet des particules submicrosco- 
piques contenant une substance biologiquement active et une 
natigre polymgris6e, leur preparation et leur application ccmae 
preparations m€dicaiaenteuses E action prolong6e. 
5 L' invention concerne plus particuliSrement des 

particules submicroscopiques contenant une matlSre polymSrlsfie 
acceptable physlologlquement et une substance biologiquement 
active, lesdites particules formant une solution colloldale 
ou une suspension dans un milieu liquide hydrophile ou hydro- 
IC phobe, caracterisSes en ce qae la substance biologiquement 

active est enrobSe totalement ou partiellement par la matiSre 
polymSrisSe, ou adsorb§e sur des particules submicroFCiopiqueE 
de mati^re polymgrisSe. 

Par particules de dimensions submicroscopiques, on 
IS sntend des particules ayant un diamStre infSrieur 3 500-nm, dc- 
pr€f §rence compris ■ entre 50 et 300 nm. 

Conforaiiment au procSde de 1' invention, pour prSparfcr 
ces particules submicroscopiques, 

a) on melange une suspension, une Emulsion, une solution ou 
20 une solution colloldale dans un milieu liquide d'une 

substance biologiquement active Sventuellement adsorbSe 
sur un support, avec une matiSre polym€risable soluble dans 
le milieu liquide utilise et O a 3% en poids d'un stabilisant, 
puis on soimet le melange 3 des conditions entralnant la 
25 polymerisation de la matiSre polym6risable , ce qui donne 

des particules submicroscopiques de substance biologiquement 
active enrobSe totalement ou partlellfflnent par une couche 
de matiSre polymerisee, ou 

b) on met en suspension des particules submicroscopiques de 
30 matidre polymerisee dans un milieu liquide contenant la 

substance biologiquement active, ce qui donne des particules 
sutMicroscopiques de polymSre sur lesquelles la substance 
biologiquement active est adsorbSe. 

Par polymerisation, on entend la polymerisation ou 
35 la copolymerisation de monomSres, la polycondensation de 

monomeres ou de prepolymSres ou la coacervation qui permet de 
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transformer un polymSre soluble en polymSre insoluble. 

Comme mati§res polymgrisables appropriSes pour le 
procSdS spficif 16 sous a) , on peut utiliser des monomSres tels 
que le styrgne, la vinylpyrrolidone, les dfirlv6s de I'aclde 
3 acrylique ou mSthacrylique, coirane par exemple 1' aery late de 
mfithyle, l'acryla,te de butyle, 1 ' acrylamide , le mSthacrylate 
de mSthyle, le mSthacrylate de butyle ou le mSthacrylamide , 
ou un mSlange de ces composSs, comme par exemple le mSlange 
mSthacrylate de itiSthyle/acrylamide. Comme prSpolymeres solubles 

lo appropriSs, on peut citer les prfipolymgres d'urSe-formol, des 
amlnoplastes et des phSnoplastes et, comme matlgres appro- 
prices pour la coacervatlon, la gSlatlne et la casSine. 

On utilise de pr€£6rence, comme matiSre polymfirlsabla , 
le mSthacrylate de mSthyle ou le mSlange mSthacrylate de 

l;'i mSthyle/acrylamide. On peut Sgalement employer le styrSne et 
les autres monom§res acryliques; toutefois, les acldes acry- 
lique et mSthacrylique, en raison de leur fonction acide, 
peuvent alt€rer les substances blologiquement actives. 

La matlSre polymSrisable utills£e dolt presenter une 

20 certalne solub'ilitS dans le milieu liquide; cependant, la 

matiSre polymSrlsed)le peut n'Stre que faiblement soluble deiiis 
le milieu liquide. Comme milieu liquide, on utilise de prfifS- 
rence I'eau o\l la solubilit€ par exemple du ragthacrylate de 
mSthyle est de 15 g/l'.S la temperature ambiante, une solution 

25 aqueuse d'un tampon physlologique , comme par exemple un tampon 
au phosphate, ou une solution physlologique de chlon:ire de 
sodium. 

La polymerisation est effectuSe de pr6£Srence en 
I'absence d'un stabilisant. Toutefois, on peut utiliser un 

30 stabllisant, de prSfSrence un agent tensio-actif , comme par 

exemple le sulfosuccinate de di- (2-6thylhexyle) sous forme de 
sel de sodium (Aerosol OT) , pour Smulsionner la substance 
blologiquement active ou la matiSre polymSrisable, La quant itS 
de stabllisant a utiliser ne doit pas excSder 3% en poids du 

35 milieu rSactionnel; elle est de preference inferieure i. 1%, 

plus par ticuliSrement inferieure a la concentration micellaire 
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critique. Ainsi, pour le mgthacrylate de mithyle deuis I'eau, 
ce-tte concentration est d'environ 0,1% en poids de I'eau. 

Comme substance hiologiguenEnt active ^prqpriSef on peut 
citer les antigghes, les protSines, les virus, les ^fictSries , 
5 les cellules ou les constituants de virus, de bactSfies ou de 
cellules. On utilise de prfifSrence des substances appropriSes 
pour 1' administration par voie parentSrale et capables de 
conferer une immunisation centre les maladies inf ectieuses . 
Les substances partlculiSrement prSf 6r6es sont les vaccins 

10 centre la grippe, notamment les vaccins contenant des conpo- 
sants des virus de la grippe. 

L*expression "substance biologiquement active" com- 
prend figalement des substances chimiquea douSes de propri6t§s 
pharmacologiques, en particulier des composes H haut poids 

15 moieculaire. Ccnme exenples de tels composes, on peut citer les 
peptides, ccxnme par exen^le I'insuline, et les stSroIdes, en 
particulier les hormones stSroides. 

Lorsgu'on effectue la polymerisation selon la mStho- 
de spScifiSe sous a) de substances destin€es 3 1< administration 

20 par voie parentSrale, il faut tenir ccanpte de la fragilitS de 
la substance biologiquement active mise en jeuj en particulier, 
il est recomaandfi de procgder de telle mMiiSre que le produit 
final soit trSs pur, bien dSfini et contienne le moins possible 
de produits secondaires. On peut par exemple effectuer une 

25 reaction de polymerisation initiee par des rayons T -par des re^ons 
ultra-violets ou par la lumiSre visible, Sventuellement en 
presence d'un initiateur ou d'un catalyseur approprifis. La 
reaction de polymerisation est ef f ectu6e de preference sous 
une atmosphere inerte, par exemple sous atmosphSre d 'azote. 

30 Lorsque le milieu react ionnel a tendance a se separer au repos 
en deux phases, il convlent d'operer sous agitation vigoureuse. 
Toutefois, il importe que la substance biologiquement active 
ne soit ni alteree, ni dSsactivSe par les radiations et/ou par 
le catalyseur gventuellement utilisSs. Certaines substances 

35 biologiquement actives qui sont employees dans le proc§de de 
1' invention, comme par exen^le les antigSnes, sont formees de 
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macromolScules qui sont Instables d la chaleur, aux valeurs 
limltes de pH, t I'oxydation ou H certalnes radiations. 

Pour ces ralsons, il est done avantageux 
dans de tels cas d'effectuer la polymSrisatlon selon I'une des 
5 mgthodes suivantes: 

1) polymSrisation induite par lea rayons par example au 
moyen d'une source au Co, en 1' absence d'un catalyseur; 
g€n§ralement , une dose d' environ 0,5 Mzad est suffisante 
pour polymSriser une quantity de monoragre atteignant 1 g{ 
10 II) polymgrisat ion induite par un initiateur radlcalaire hydro- 
soluble tel qu'un persulfate, lorsque la substemce biolo- 
giquement active est insensible 3 I'oxydation; 

III) polymSrisation induite par irradiation de luroi&re visible, 
par exemple Si I'alde d'une lampe incandescente de 300 watts 

15 et en prSsence de rlboflavine (environ 0,01%) comme sensi- 

bllisateur et de persulfate de potassium comme catalyseur; 

IV) polymerisation Induite par irradiation ultra-vlolette , 
lorsque la substance biologlquement active n*est pas d^s- 
activSie par la lumiSre ultra-violette. On a constats par 

20 exemple que les protSines accfilSrent la polymerisation 

[voir 3 ce sujet H.L. Needles, Polym.Letters 5j. 595 (1967)]. 
De petltes quantlt§s de m€thacrylate de mSthyle ou 
du melange mSthacrylate de mSthyle/acrylamlde sont nScessalres 
pour I'enrobage des substances biologlquement actives lorsqu'on 

25 utilise ces monomgres comme matiSre polym€risable. Alnsi, pour 
une suspension aqueuse d'un vaccin a la concentration habi- 
tuellement utilisSe pour une administration par voie pare.itS- 
rale, par exen4>le pour un vaccin antigrippal ayant un degr§ 
d • hemagglutination compris entre 2^^ et 2^^, on obtient un 

30 enrobage pratiquement total de cette substance active lors- 
qu'on utilise 2% en poids (par rapport au milieu rSactionnel) 
de mSthacrylate de mgthyle. On obtient un enrobage partiel de 
la substance active lorsqu'on utilise par exemple de 0,25 t 
1% en poids (par rapport au milieu rSactionnel) de matiSre 

35 polymgrisable. Par enrobage partiel, on entend une repartition 
statistique de I'enrobage de tell* sorte q^ie oertaines partj.- 
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cules de substance active sont complgtement enrobSes et d'autres 
ne le sont pas. 

Au cours de la riactlon de polymgrisation selon 
1' invention, la matlSre polym§risable s'agglutine tout d'abord 
5 a la surface solide ou solvat6e des particules de substance 

biologiquemeht active, ceci en fonction des propriStSs physico- 
chimiques telles que la polarltS, la constante diSlectrique, 
le coefficient de partage etc., puis elle forme uue enveloppe 
qui durcit par polymSrisation. Par allleurs, au ccurs du dur- 

10 dssement 11 peut se produlxe sur la substance active une 

addition des oligomSres qui se foment ainsi qu'une adsorption 
de la substance active sur des unlt€s plus grandes de polymgres 
qui, au cours de la polymSrisation subs6quente, peuvent §tre 
incorporSes dans les particules qui se forment. De cette 

15 mcUil3re,on obtlent Sgalement une incorporation partlelle ou 
une liaison par adsorption de la substance biologlquement 
active. 

iorsque les molficules de la substance active sont 
trop petites ou trop polaires, on adsorbs d'abcrd cette subs- 

20 tance active sur un support appropriS puis on snrcbe ie tout 

selon le procSdfi de 1' invention. Comme supports appropriSs, on 
peut oiter I'hydroxyde d' aluminium, le bol, la sillce hydra tSe 
(par exemple le prodult commercialise sous le nom Aerosll) 
et les polymSres acceptables physiologiquement , sous forme de 

25 particules submlcroscopiques . On utilise de preference, comme 
support, la mSme matlSre polymSre que celle employee pour 
I'enrobage de la substance active. 

Les particules submlcroscopiques pr6parees selon le 
precede de 1 ' Invention specif le sous a) sont ensuite lsol€es 

30 du milieu reactlonnel selon des methodes connues et, le cas 

echeant, purifiees. Lorsqu'on opSre sous certalnes conditions, 
par exemple Iorsque la polymerisation est effectu€e Si I'alde 
de rayons Tet en 1* absence de catalyseur, on peut utlliser le 
melange riactlonnel tel quel, sans qu'll solt necessaire de le 

35 purifier. 
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final la teneur des monomSres de dSpart en raison de la toxicitfi 
de certains de ces produits. Cette verification peut §tre 
effectuge seloh la mSthode d€crlte par F.E. Critchfield, 6.L. 
Funk et J.B. Johnson dans Anal. chem. 28, 76 (1955). 
5 Lorsque le produit final contient une quantity indS- 

sirable de monomSras, il faut procSder 5 une purification 
supplSraentaire , On paut Sliminer les monomSres par un lavage 3 
I'aide d'un 30lvant Cissolvant bien les monomSres, les poly- 
mSres restsnt .Uisolubl^o . On coaoentxe ensuite le produit par 

10 exempli ^ou. ceritiilugation, filtration ou dialyse puliS oii 

ajusta la conceatration finale en fonction de 1' utilisation 
dSsirSe. Lorsqu'on se trouve en presence de monomSres volatiJ.es 
tels que le mgtbacrylate de mSthyle ou le styrSne, ceux-cl ; m 
peuvent §tre Slimin§s par Evaporation sous pression r§duite ou 

15 par lyophilisation. 

Dans le proc§dS spficif iS sous b) , le milieu liquids 
peut gtre hydrophile ou hydrophobe; on opSre de preference 
dans I'eau, dans une solution aqueuse d'un tampon physlologi- 
que comme par exemple un tampon au phosphate, ou dans une solu" 

20 tion physiologique de chlorure de sodium. 

Les particules subraicroscopiques de polymSre utills€es 
dans ce procidS, sont obtenues de preference en dissolvant # er^ 
emulsionnant ou en mettant en suspension le monomSre dans un 
milieu liquide et en effectuant ensuite la polymerisation selor^ 

25 des methodes connues . Conme monomSres appropries , on peut 

utiliser ceux cltSs ci-dessus, en particulier le methacrylate 
de mSthyle ou le melange methacrylate de m6thyle/acrylamide . 

La polymerisation peut etre effectuee selon les 
methodes habituellement utilisees pour la preparation de parti = 

30 cules submicroscopiques de polymSres, par exemple selon les 

methodes de polymerisation spEcif i6es sous X) t IV) . La polyme- 
risation ayant lieu en 1' absence de la substance, biologiquement 
active, on peut op6rer sous des conditions plus Snergiques, 
par exemple en presence d'oxydants tels que des persulfates, 

35 par irradiation ultra-violette ou par chauf f age dans un auto- 
clave. Le polymSre final doit etre pur; pour eiiminer les traces 
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de monomSres, on peut procSder selon les mSthodes d&jk dScrites. 

Pour obtenlr 1' adsorption de la substance active, on 
procgde comme suit: on isole ou on concentre les particules 
stibmicroscopiques de polymSres, par exemple par centrifugation 
5 ou par lyophilisation, on met ces particules en suspension 

dans un milieu aqueux puis on ajoute ce mSlange 3 une solution, 
S une Sraulsion ou 3 une suspension aqueuses de la substance 
biologiquement active. La substance active est ainsi adsorbSe 
3 la surface des particules de polymSres, On isole ensuite le 

10 prodult final de preference par lyophilisation, procSdS qui 

pemet d'eiiminer les traces rSslduaires de monomSres et d*aug- 
menter le pouvoir d' adsorption des particules. 

On peut Sgalement introduire la solution ou la sus- 
pension de la substance biologiquement active directement dans 

15 le milieu rSactionnel oQ a eu lieu la polymerisation, sans 

isoler les particules de polyroSres, mals dans ce cas on doit 
mettre en jeu des solutions ou des suspensions de substance 
active plus concentrSes. Par ailleurs, certaines matiSres poly- 
mSrisSes sous forme de particules submlcroscopiques sont dis- 

20 ponibles dans le commerce; il suffit alors de mettre ces par- 
ticules en suspension dans le milieu liquide contenant la 
iBubstance biologiquement active. 

Les exemples suivants illustrent la prSsente inven- 
tion sans aucunement en limiter la portSe. Les temperatures 

25 y sont toutes indiquees en degres centlgrades. 

Exemple 1 

On ajoute 0,4 ml de methacrylate de m6thyle S 50 ml 
d'une suspension aqueuse d'un virus grippal ay ant un degrg 
d' hemagglutination de 2^^, on agite le mfelange ainsi obtenu 

30 puis on le laisse reposer pendant 13 3 jours 3 4°.Qi glimine ensuite 
I'oxygSne en faisant barboter pendant 5 minutes un lent courant 
d'azote dans le melange. AprSs avoir scelie hermetiquement, 
on irradie le melange 3 la temperature ambiante par une source 
au ^°Co 3 raison de 0,46 Mrad. On determine la disparition du 

35 monomSre par titrage acidlm§trlque en presence de niorpholine selon la 
methode utilisee pour le dosage des composes a, Q insatures . Ls mglange 
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ainsl obtenu peut @tre utllisS tel quel comme vaccln, sans 
autre traitement. 

Exemple 2 

On procSde comme dScrit S 1' exemple 1, mais on met 
5 en jeu 0,1 ml de mSthacrylate de mSthyle. 

Exemple 3 

On procSde comme dScrit a I'exemplie 1, mals on 
utilise un mSlange constituS de 0,25 ml de mSthacrylate de 
mSthyle et de 250 mg d'acrylamlde et on i'agite jusgu'S dls- 
10 solution totale, 

Exemple 4 

On procSde comme dScrlt HI 'exemple 1, mais on met 
en jeu 0,2 ml de styrSne. 

Exemple 5 

15 On Introduit un mSlange contenant une matiSre poly- 

mSrisable et la substance active telles que spgcifiSes aux 
exemples 114 oi-dessus, dans un rSacteur cylindrique en 
pyrex a double parol, la rSfrigSration du rSacteur fitant 
effectuie par une circulation d'eau (le chemln optlque est 

20 de 6 cm). A ce mglange on ajoute, sous agitation, 0,2 mg de 
phosphate sodique de 5-rlbof lavine et 0,2 mg de persul- 

fate de potassium. Tout en agitant continuellement et en falsa^it 
barboter un courant d' azote, on irradie le mSlange 3 une 
temperature constante de 35 - S" au moyen d'une lampe de 300 

25 watts se trouvant S l'ext€rleur t une distance de 15 cm. 

L' irradiation est effectuSe sous ces conditions jusqu'd la 
disparition complete du monomSre, soit pendant 5 a 10 heures. 
Exemple 6 

On procSde comme dScrit S 1' exemple 5, mais on 
30 soumet le melange S une irradiation ultra -violette i I 'aide 
d'une lampe de quartz plongeante (par exenqple de 600 watts) . 
On irradie jusqu'3 la disparition du monom3re, soit pendant 
1 a 5 heures. 

Exemple 7 

35 On ajoute 0,8 ml de mfithacrylate de mgthyle 5 50 :nl 

d'une solution physiologique de t:hlorure de sodium et on poly- 
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mSrlse selon la mSthode dficrite 3 I'exemple 1. A ce mSlange, 
on ajoute ensuite 5O.000 unit#s d'une solution de chlorhydrate 
d'insuline (pH 3) et on a juste sous agitation le pH 3 5,6 par 
addition d'hydroxyde de sodium. L'insuline est ainsi adsorbSe 
sur les particules de polym6thacrylate de mSthyle. On ajoute 
t nouveau 0,3 ml de mSthacrylate de mSthyle et 200 mg d'acryl- 
amide et on effectue la polymerisation par Irradiation avec 
de la lumiSre visible selon la mSthode dficrite k I'exer.ple 5. 
Exeinple 8 

On prepare des particules de polymSthacryiate de 
la^thyle en procSdant comme dScrit a I'exempie 7. On ajoute en'^ 
suite une solution de 100 mg de 13-6thyl-17-Sthynyl-17j3-hydroxy- 
4-gon6ne-3-one dans 10 ml d'SthylSneglycol et on agite le tout 
pendant 15 minutes. AprSs addition de 0,2 ml de styrSne, on 
effectue la polymSrisation en pcocSdant comme dicrit a I'exaiple 1, 
Exemple 9 

On introduit 1 ml de mSthacrylate de mSthyle dans 
100 ml d'une solution aqueuse tamponnSe au phosphate et conte- 
nant 760 mg d'hydrogSnophosphate de sodium dihydratS, 145 mg 
de dlhydroggnophosphate de potassium et 480 mg de chlorure de 
sodium. On agite ce mSlange, on y fait barboter pendant 5 
minutes un courant d' azote, on scelle hermStiquement et on 
irradie par une source au ®°Co a raison de 0,46 Mrad. Lorsque 
la polymSrisation est terminSe, on centrifuge le mSlange pen- 
dant 10 minutes 3 1500 tours/minute et on Sllmine la partie 
supSrleure. AprSs avoir lavS les particules & deux reprises 
avec, a chaque fois, 100 ml d'un tampon au phosphate, on 
ajoute 100 ml d'un vaccln antigrippal "fluide" ayant un degr§ 
d'hSmagglutination de 2^^ et on agite le tout. AprSs avoir 
vfirifie 1' absence de monomSres, on peut utlllser tel quel le 
vaccin ainsi obtenu pour 1 'administration par voie parentSrale, 
Exemple 10 

On ajoute 0,4 ml de mSthacrylate de mSthyle a 50 ml 
d'une solution physiologique de chlorure de sodium. AprSs 

avoir SliminS I'oxygene par barbotage d'un courant d' azote, 
on polymSrise le moncanSre dans un autoclave pendant 2 heures 
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a 80" et sous 1 atinosphSre. On traite ensuite le mSlange d'une 
maniSre identiijue 3 celle dScrlte S. I'exemple 9. 

Exemple 11 

A 50 ml d'une solution physiologique de chlorure de 
5 sodium, on ajoute 0,4 ml de mSthacrylate de mfithyle et 0,1 g 
de persulfate de potassium. AprSs avoir filiminS I'oxyggne par 
barbotage d' azote, on chauffe le m§lange pendant deux heures K 
80" et sous pressicn normale. On procSde ensuite comme d§crit 
S. I'exemple 9. 
10 Exemple 12 

On procide comme dficrit i I'exemple 10, mais au lieu 
d'effectuer la polymSrisation dans un autoclave, on irradle par 
de la lumiSre ultra-violette pendant 5 heures. 

Exemple 13 

15 On proc§de comme dScrit S I'exemple $, mais on rsm- 

place le mSthacrylate de mSthyle par un mSlange constitufi de 
0,35 ml de m§thacrylate de mfithyle et de 250 mg d'acrylamide. 
Exemple 14 

On procSde comme dScrit 3 I'exemple 9, mais on 
20 utilise, comme matiSre polymSrlsable, 0,2 ml de styrSne, 
Exemple 15 

On procgde comme dScrit i I'exemple 9, mais on poly- 
m§rise un mglange constitufi de 200 mg de styrSne et de 500 mg 
de mSthacrylamide. 

25 Exemple 16 

On Introduit 0,8 ml de mSthacrylate de mSthyle dans 
50 ml d'une solution physiologique de chlorure de spdi\im et 
on polymSrise par irradiation aux rayonsT comme dScrlt E 
I'exemple 9. A la suspension ainsl obtenue, on ajoute 50,000 

30 unitSs d'une solution de chlorhydrate d'insuline (pH 3) et on 
ajuste ce mSlange sous agitation 3 un pH compris entre 5 at 6 
par addition d'hydroxyde de sodium. On centrifuge ensuite et 
on sgche les particules alnsi obtenues sur lesquelles I'insuliae 
est adsorbSe. 

35 Les particules suhmicroscopiques selon 1' invention, 

qui contiennent des substances biologiguement actives totalement 
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ou partiellement enrobSes par le polymgre ou adsorbSes sur 1q- 
dit polymSre, peuvent Stre utilisSes corarae preparations 
mgdlcamenteuses H action prolongSe. Ces nouvelles peirticules 
exercent un effet d" adjuvant. Selon les matiSres utilisSes et 
5 les degrSs d'enrobage et d' adsorption obtenus, les particules 
submicroscoplques obtenues selon le proc6d6 spficiflS sous a) 
peuvent exercer, 5 partir d'une seule administration, una 
activite durable et controlSe, I'organisme Stant charg§ par 
un jninimum de substance active et d' adjuvants. Avec les parti- 

10 cules stibialcroscoplgues prSparges selon le proc€dg spgclfiS 

sous b) , on obtient dSja un bon effet d 'adjuvant avec de tris 
falbles quantitSs de matiSres polyraSrls6es lorsqu'on emploie 
les matlSres pr6fSr€es cltSes. 

Les nouvelles particules submicroscopiques sont 

15 appropriSes en particulier pour 1 'administration de vaccins par 
voie parent6rale, plus particuliSrement de vaccins centre la 
grippe lorsque la substance biologlquement active est constituSe 
de virions ou de composants de virus. de la grippe. Ces nouvelles 
particules augmentent et/ou prolongent 1' effet immunolpgique 

20 des vaccins, compares 3 des vaccins ne contenant pas de matiSres 
polymSrlsSes. Plus particuliSrement elles augmentent la teneur 
en antlcorps, comme il ressort des essais suivants. 

On a d^temlnS 1 ' augmentation de la teneur en anti- 
corps Chez la sourls en effectuant la rSaction d'hSmagglutination. 

25 On administre par vole intrapSritonSale , & un groupe de 20 

sourlis femelles pesant chacune 20 g, 62,5 CCA de vaccln anti- 
grippal (A2 / Hongkong X-31), I'antigSne Stant associS I la 
matlSre polymgrisSe sous fome de particules submicroscopiques 
prSpar&es selon 1' invention. On effectue un prSlSvement de sang 

30 avant la vaccination et 20 jours apres la vaccination. Avant 

d'effectuer le titrage, on dgsactive les sSrums par un traite- 
ment au periodate et par un chauffage H 56" pendant 30 minutes. 
Pour, gvaluer la teneur en antlcorps, on determine 1' inhibition 
de 1' hemagglutination en procSdeuit selon la mfithode de microti- 

35 trage dScrite par T.C. O'Brien et coll. dans Appl. Microbiol. 21^ 
311 (1971) a I'aide d'un dispositif de pipettage automatiqiie et 
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et en prSsence de 0,5% d' Erythrocytes de poulet. On compare 
ensuite ces rSsultats avec ceux des animaux t^moins qui eux 
ont 6t6 traltSs par un vaccin agueux ne contenant pas de 
polymSres ou par un vaccin aqueux comportant, coinine adjuvant, 
5 de I'hydroxyde d' aluminium. On constate, dans cet essai, que 

les animaux traltfis peir le vaccin de 1' Invention prSsentent une 
teneur §levSe en antlcorps 20 jours aprSs la vaccination. 

L ' augmentation de la teneur en antlcorps a Sgalement 
6te mise en Evidence chez le cobaye au moyen de la reaction 

10 d' hemagglutination. On admlnlstre par vole sous-cutange des 

virions de la grippe (B/Hongkong 8/73), I'antigSne Stant assooiS 
a la matiSre polymSrlsSe sous forme de partlcules submlcrosco- 
plques prSparEes selon 1' Invention ^ t un groupe de 25 cobayes 
a raison de 400 unites Internationales par animal. A chaque 

15 animal, on prSlSve du sang avant la vaccination, 4 semaines puis 
8 semaines aprSs la vaccination. Quatre semaines aprSs la 
vaccination, les animaux regoivent une injection de rappel de 
800 unltSs Internationales des memes virions mais exempts de 
matiSres polymSrisfies . On dSsactive les s^jnans par traitement 

20 avec 1 'enzyme. EDR (receptor destroying enzyme) et par chauffage 
a 56°, on effectue le tltrage selon la mSthtode Indlquge cl- 
dessus et on compare les rSsultats avec ceux des animaux tSmoins, 
On constate que la teneur en antlcorps est 61ev§e chez les 
animaux ayant re9u le vaccin antigrippal tel que spScifig ci- 

25 dessus. 

Les partlcules submlcroscopiques selon 1' invention 
et comportant, ccxmne substance blologlquement active, un 
composS douS de proprlStSs pharmacologlques peuvent Sgalement 
etre utilisSes conime preparations m6dicamenteuises a admlnlstrer 
30 par voie parentSrale ou orale: elles entrainent une liberation 
lente de la substance active dans I'organisme et, de ce fait, 
prolongent I'effet de la substance active. 
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REVENDICATIONS 
1.- Un procSdS de prSparation de particules sulani- 
croscopiques contenant une matigre polymSrisSe acceptable phy- 
siologiqueinent et une substance biologiquement active, lesdites 
5 particules formant une solution colloldale ou une suspension 
dans un milieu llqulde hydrophlle ou hydrophobe, caract€rls§ 
en ce que 

a) on mSlange une suspension, une gmulslon, une solution ou 
une solution colloldale dans un milieu llquicte d'ur^e subs- 
10 tance biologiquement active fiventuellement adsorb^e sur un 

support, avec une matiSre polymSrisabie soj-ucie dans ie 
milieu iiqulde utilis6 et 0 4 3% en poids d'un stabilisant^ 
puis on soumet le milange H des conditons entrainant la 
polymerisation de la matlSre polymgrlsable, ou 
15 b) on adsorbe la substance biologiquement active sur des parti- 
cules submicroscoplques de matidre polym§rls€e en mettant 
en suspension des particules de polymSres dans un milieu 
llqulde contenant la substance biologiquement active. 

2.- On procSdfi selon la revendlcation la), caract6ris6 
20 . en ce qu'on effectue la polymerisation en presence d'un stabili- 
sant dont la concentration n'excSde pas 1% en poids du mSlange 
reactlonnel. 

3. - On procfidfi selon la revendlcation 2, caractSrisfi 
en ce que la concentration du stabllisant n'excMe pas la 

25 concentration raicellaire critique du systSme. 

4. - On proc§dS selon la revendlcation la), caractfiris^ 
en ce que la polymerisation est effectuSe en 1* absence d-un 
stabllisant. 

5. - On procSde selon I'une quelconque des revendica- 
30 tions la) ll 4, caracterls€ en ce que la concentration de la 

matlSre polymSrisable n'excede pas 2% en poids du milieu 
reactloimel . 

6. - On precede selon I'une quelconque des revendlca- 
tlons la) t 5, caracterise en ce que la substance biologiquement 

35 active est adsorbee sur un support. 

7. - On precede selon la revendlcation 6, caracterls6 
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en ce que le support est constituS par des particules suJanl- 
croscopiques obtenues par polymerisation de la matiSre poly- 
mSrisable. 

8.- Un procSdS selon la revendicatlon lb), caractS- 
5 ris€ en ce qu'on dissout, Smulslonne ou met en suspension une 
matiSre polymSrisable dans un milieu liquide, on polymSrise 
ie maniSre % obtenir des particules submicroscopiques puis on 
jinet en suspension ces particules de polymSres dans un milieu 
liquide contenant la substance biologiquement active. 
10 9.- Un procSd§ selon I'une quelconque des revendications lb) 

et 8, caractSrisi en ce qu'on isole par lyophilisation les parMcnles sub- 
microscopiques ^ant adsorbs la substance biologiquement active. 

10. - Dn procSdS selon I'une quelconque des revendica- 
tions 13 9, caract§ris6 en ce que le milieu liquide contenant 

15 la substance biologiquement active est un milieu aqueux. 

11. - Un proc6dS selon la revendicatlon 10, caractSrisS 
en ce que le milieu liquide aqueux est une solution physiolo- 
giqtie de chlorure de sodium ou une solution physiologlque 
tamponnfie au phosphate. 

-^0 12.- Un procSdS selon I'une quelconque des revendica- 

tions 1 a 11, caracterls§ en ce que la matiSre polymSrisable 
est le styrSne, la vinylpyrrolidpne , un dSrivS de I'acide acry- 
lique, un dfirivS de I'acide mSthacrylique ou un mfilange de ces 
produits. 

25 13.- On procSdS selon I'une quelconque des revendica- 

tions 1 a 12, caractSrisfi en ce qu'on utilise, comme substance 
biologiquement active, des antigSnes, des protSines, des virus, 
des bactSries , des cellules , des constituants de virus , de 
bactSries ou de cellules, des peptides ou des stSroldes, 

30 14.- Des particules submicroscopiques contenant une 

mati§re polymgrisSe acceptable physiologiquement et une subs- 
tance biologiquement active, lesdites particules formant une 
solution colloldale ou une suspension dans un milieu liquide 
hydrophile ou hydrc{*obe,caractSrisges en ce qu'elles ont StS obtenues selon 

35 le procSdfi spgcifiS a I'une quelconque des revendications 1 a 13. 

15.- Des particules sulsnicroscopiques selon la reven- 
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dication 14, caractSrisSes en ce que la substance biologiquement 
active est enrobSe totalement ou partlell.apnent par la ; 
matiSre polymSrisSe acceptable physiologiquementi 

5 16.- Des particules submicroscopiques selon la 

revendicatlon 15, caract§ris6es en ce que la substance biolo- 
giquement active eiaploy§e est adsorbSe sur un support, 

17. - Des pMticules suhmicroscopijjues selon la re- 
vendication 16, caractSrisSes en ce que le support est consti- 

10 tiiS de particules de matiSre polymSri^Se identique H la 
matiSre utillsSe pour I'enrobage. 

18. - Des particules submicroscopiques selon la re- 
vendicatlon 14, caractfirisSes en ce que la substance biologi- 
quement active est adsorbSe sur les particules submicroscopiques 

15 de matiSre polymer is€e. 

19. - Des particules submicroscopiques selon I'une 
quelconque des revendlcations 14 3 18, caractSrlsSes en ce que 
la matiSre polymeris€e est obtenue par palymSrisation du styrSne^, 
de la vinylpyrrolidone, d'un dSrivS de I'acide acryllque ou 

20 mfithacrylique ou d'un mSlange de ces produits. 

20. - Des particules submicroscopiques selon la reven- 
dicatlon 19, caract€rlsSes en ce que la matiSre polymSrisSe 
est du polymSthacrylate de mSthyle ou un copolymSre du m§tha- 
crylate de mSthyle et de 1 'acrylamide. 

25 21.- Des particules submicroscopiques selon I'nne 

quelconque des revendlcations 14 3 20, caractSrisSes en ce que 
la substance biologiquement active est constituSe par des antig&ies, 
des virus, des bactfiries, des cellules, des constituants de virus, 
de bactSrles ou de cellules, des prot§ines, des peptides ou des. 

30 stSroides. 

22.- Des particules sutaoicroscopiques selon la re- 
vendicatlon 21, caractSrisSes en ce que la substance biologi- 
quement active est constitufie de virus, de virions ou de 
constituants de virus de la grippe. 
35 23.- Des particules sutanicroscopiques selon la re- 

vendicatlon 21, caractSrisfies en ce que la substance biologi- 
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quement active est I'insuline. 

24. - Des partlcules sulanlcroscoplques selon I'une 
guelcongue des revendi cations 14 d 23, caract€rls€es en ce 
que leur dlamStre est compris entre 50 et 300 nm. 

25. - L' application en thSrapeutique des partlcules 
submicroscopigues sp6cifi€es 3 I'une queloonque des revendica- 
tlons 14 S 24, comme preparations m6dicamenteuses a action 
prolong€e destinSes a Stre admlnistr€es par vole orale ou 
parent§rale. 

26. - Un vaccin Injectable, caractSrlsS en ce qu'll 
comprend des partlcules submicroscoplques telles que spSclfiges 
a I'une quelconque des revendlcations 14 a 22 et 24, sous 
forme de suspension ou de solution colloldale dans un milieu 
aqueux st€rlle. 

27. - On vaccin antigrippal injectable, caractSrlsS 
en ce qu'il craoprend des partlcules submicroscoplques 
telles que spSciflSes S. I'une quelconque des revendlcations 14 
a 22 et 24, sous forme de suspension ou de solution colloldale 
dans un milieu aqueux sterile. 



